VERTRAGOBER DIE INTERNATIONALE 2USAMMENARBEIT 
^-DEM GEBIET DES PATENTW«n| 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 

Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 



IPK 9818/PCT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/ 03432 

Anmelder 



WEITERES 
VORGEHEN 



siehe Mitteilung uDer die Ubermittlung des international 

^« rC w enbe u C ^ ! ! ( Formb,att PCT/ISA7220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/10/1999 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/MonaV'Jahr) 

04/11/1998 



INSTITUT FUR PFUNZENGENETIK UND. 



et al 



5S S^ES. TSZESS^^ «— und wird dem Anme.de, gem,* 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insge S amt_£ 



DarQb6rhlnaU S ,iS9t ^ jeWei,S Unter,agen zum Stand der Technik bei. 

Grundlage des Berichts 



U in der .ntemationalen Anmeldung in Sohriflicher Form errthalten ist ' 

zusammen mit der international Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist 
be, der BehSrde naohtraglioh in schriftlicher Form eingereicht worden ist 
bei der Beh6rde naohtraglioh in oomputertesbarer Form eingereicht worden ist 

Pi: „ c_»_i = i — . . . 



□ 
□ 
□ 
□ 



□ 



nioHt Ober den Offenbarungsgehalt der 
SZ^Stf* ^ " ^P***»r Form erfa3ten Informationen dem schriftlichen Se q uenzproto ko ,« entsprechen, 



2. H Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I) 
3- LJ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
□ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[£] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 

□ 

Reoherohenberichts eine Stellungnahme vorlegen Absendung d,eses internationalen 

6. Fo.gende Abbi.dung der Zeicnnungen ist mit der Zusammenfassung zu veraffent.ichen: Abb. Nr 

I I wie Vorn Anmelder vorgeschlagen ~~TT\ ™ 

□ weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

□ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formbiatt PCT/ISA/21 0 (Blatt 1) (Juli 1998) 



^^■nternationales Aktenzeichen 

INTERNATIOTBTLerreCHERCHENBERICHT PCT/DE 99/03432 

Fe.d , Berner^ zu den AnsprQchen, die sich a.s nicht recherohierbar erwiesin haben (Fortset zung von Pun^Tij^l 

GemaG Artikel 17(2).) wurde aus folgenden GrOnden fur bestimmte AnsprQche kein Recherchenbericht erstellt: 
Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. 2] Anspruche Nr. 

£ ^nn?^ Antorderunoen so wenig entsprechen, 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



| | Anspruche Nr. 

weil as sich dabei um abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaRt sind. 
Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fo rtsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 
Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da B diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



2 - □ 



4 D j^^^^ 



Recher- 
en er- 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs I I Die jost-H^h^ r^nkr 

P I | Dle 2u satzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I | Die Zah,Lj ng zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
Formblatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1 998) 





Internationales Aktenzeichen PCT/DE 99 /03432 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 



210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 2, 9-11, 14, 15, 18 (Komplett); 1, 3-8, 12, 13, 16, 17, 
19, 20 (Teilweise) 



Anspruch 2 betrifft eine Expressionskassette, gekennzei chnet durch den 
Promoter mit der Sequenz gemass Abb. 1. Der Gegenstand von Anspruch 2 
wurde, in Ubereinstimmung mit Regel 13ter.lc PCT, nicht recherchiert , da 
kein Sequenzprotokol 1 eingereicht, welches dem WIP0 Standard ST 25 
entsprechen wurde (Regel 5.2 PCT); die Sequenz ist weder in einer 
Computer! esbaren Form noch als Papierkopie verfugbar. Der Anmelder hat 
diesen Mangel nicht innerhalb der in der Aufforderung gemass Regel 
13ter.la festgesetzten Frist behoben. 

Anspruche 9 und 10 beziehen sich auf Plasmide, welche durch Trivialnamen 
sowie durch ein Herstel lungsverfahren beschrieben werden. Ohne Kenntnis 
der Sequenz des Sail Promoterf ragments kann keine sinnvolle Recherche 
durchgefuhrt werden. 

Die Anspruche 11 und 18 betreffen ein Verfahren zur Einfuhrung einer 
Expressionskassette in eine Pf lanzenzel le sowie die dadurch erhaltene 
Pflanzenzelle. Die Schritte zur Herstel lung der Expressionskassette 
beziehen sich auf Klone, welche mit Trivialnamen identif iziert sind. Eine 
sinnvolle Recherche kann in diesem Fall nicht durchgefuhrt werden. 

Analoges gilt fur die Anspruche 14 und 15, welche die Verwendung von 
durch Trivialnamen identif izierte Plasmide betreffen. 

Die Anspruche 1, 3-8, 12, 13, 16, 17, 19, und 20 beziehen sich auf 
Expressionskassetten enthaltend einen Promoter des Saccharosebindeprotein 
(SBP)-ahnlichen Samenproteins und deren Verwendung. Der Begriff 
"SBP-ahnliches Samenprotein" ist unklar. Die Recherche wurde durchgefuhrt 
auf Basis von Saccharosebindeproteinen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behdrde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 



• INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 




A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDuHIgIgENSTANDES ~~ — 

IPK 7 C12N15/82 C12N15/63 C12N5/10 A01H5/00 



Nach der Internationalen Patentklassrfikation (IPK) odernach der nationalen Klassifikation und der IPK 



Internationales Aktenzeichen 

T/DE~997F3T32 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOf staff (K las sifikati on s system und Klassifikationssvmbole } 

IPK 7 C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprilfstoff geharende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der international en Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der VerSffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



HEIM U ET AL: "Cloning and 
characterization of full-length cDNA 
encoding sucrose phosphate synthase from 
faba bean" 

GENE: AN INTERNATIONAL JOURNAL ON GENES 
AND GENOMES, GB, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, BARKING, 
Bd. 178, Nr. 1, 

31. Oktober 1996 (1996-10-31), Seiten 
201-203, XP004043363 

ISSN: 0378-1119 
das ganze Dokument 



V- 



1,3-8, 
12,13, 
16,17, 
19,20 



13 



)( I Wertere VerSffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Besondere Kategorien von angegebenen VerSffentlichung en 
"A" VerSffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht ats besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" afteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verSffentlicht worden ist 

VerSffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veraffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VerSffentlichung betegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist fwie 
ausgefuhrt) 

VerSffentlichung, diesich auf eine mQndliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
P* Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber naoh 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verSffentlicht worden ist 



T Spatere VerSffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verSffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nurzum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihrzugrundeliegenden 
Theone angegeben ist 

"X" VerSffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann aJlein aufgrund dieser VerSffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit be rune nd betrachtet werden 

"Y" VerSffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerSffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" VerSffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



22. Mai 2000 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



2& 05. Oft 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehSrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachttgter Bediensteter 



Bilang, J 



Formblatt PCT/ISA^10 (Blatt 2) (Juli 1992) 
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INTERNATIONAL^ RECHERCHENBERICHT 



C(Fortseteung) ALS WESENTLIoTa^J^Te UNTERLAGEN 




Internationales Aktenzelchen 

yDE-99703432 - 



Kategorie* 



P,X 



Bezeiohnung der Vetafferrtflchung, soweit erfordertioh unter An gabe derin Betracht kommenden Telle 

GRIMES ET AL: "a 62-kD sucrose binding 
protein is expressed and localized in 
tissues actively engaged in sucrose 
transport" 

PLANT CELL, US, AMERICAN SOCIETY OF PLANT 
PHYSIOLOGISTS, ROCKVILLE, MD, 
Nr. 4, 1. Dezember 1992 (1992-12-01) 
Seiten 1561-1574, XPG02079375 

ISSN: 1040-4651 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 98 53086 A (CHAO WUN S ;GRIMES HOWARD D 
(US); UNIV WASHINGTON (US)) 
26. November 1998 (1998-11-26) 

Seite 12, Zeile 28 -Seite 13, Zeile 2 
Seite 30, Zeile 4 -Seite 31, Zeile 5 

WO 92 18634 A (UNILEVER PLC ;UNILEVER NV 
(NL)) 29. Oktober 1992 (1992-10-29) 
das ganze Dokument 



Betr. Anspruch Nr. 

1,4-8, 
12,13, 
16,17, 
19,20 



1,3-8, 
12,13, 
16,17, 
19,20 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

lnfgaa|tion on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



International Application No 

j^J/£E-99703432 



WO 9853086 



26-11-1998 



AU 
EP 
ZA 



7500998 A 
0991768 A 
9804322 A 



Publication 
date 



11- 12-1998 

12- 04-2000 
19-01-1999 



WO 9218634 


A 


29-10-1992 


AU 


669478 B 


13-06-1996 








AU 


1468092 A 


17-11-1992 








CA 


2106960 A 


10-10-1992 








EP 


0580649 A 


02-G2-1994 








JP 


6506584 T 


28-G7-1994 








US 


5767363 A 


16-06-1998 








ZA 


9202592 A 


11-10-1993 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



VERTRAG iUBE#IE INTERNATIONALE ZUsJ^EIsJaRBEJT AUF DEM 

GEBIET DES PATPNTWPqTmc * ™ 2otF 



DES PATENTWESENS 

PCT 



WIPO 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
IPK 9818/PCT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03432 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung Ober die Ubersendung des intemationalen 
voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anme\6edatum(Tag^lonat/Jahr) 
27/10/1999 



^^ 1 ^^^ as8 ^ tton ( |p K) Oder nationale Klassifikation und IPK 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
04/11/1998 



Anmelder 

INSTITUT FUR PFLANZENGENETIK UND....et al. 



2. Dieser BERICHT umlaut insgeeamt 5 Blatter einschlieSlich dieses DeckblatB. 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



i 




II 


□ 


III 


IS 


IV 


□ 


V 


□ 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Bestimmte angefuhrte Unterlansn 



Datum der Einreichung des Antrags 
29/05/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

as. oi oi 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufiqen 
Prufung beauflragten Behorde: 



Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Bilang, J 

Tel. Nr. +49 89 2399 8707 




1 




• 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03432 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf erne Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -23 eingegangen am 28/1 2/2000 mit Schreiben vom 22/1 2/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/8-8/8 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Nr.: 

1a eingegangen am 28/12/2000 mit Schreiben vom 22/12/2000 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Pruf ung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03432 



□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1. Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

IS die gesamte internationale Anmeldung. 

□ Anspruche Nr. . 

Begrundung: 

□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, da(3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

H Fur die obengenannten Anspruche Nr. 1 -23 wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



internationaler vorlaufiger 
prOfungsbericht 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03432 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

B Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 3) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03432 
PRflFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Bemerkungen zu Punkt I 

Die beanspruchte Prioritat scheint giiltig zu sein. Das im Internationalen 
Recherchenbericht zitierte P/X-Dokument wird daher fur die Beurteilung der 
Neuheit und erfinderischen Tatigkeit der vorliegenden Erfindung nicht in Betracht 
gezogen. 

Bemerkungen zu Punkt III 

Fur den in Abbildung 1 a wiedergegebenen Promoter wurde keine Internationale 
Recherche erstellt, da kein Sequenzprotokoll eingereicht wurde; der Recherche 
standen weder eine computerlesbare Form noch eine Papierform der Sequenz 
entsprechend WIPO Standard ST 25 zur Verfugung (Regel 5.2 PCT). 
Fur Anspruche, welche Plasmide durch einen Trivialnamens definieren, wurde 
ebenfalls kein Recherchenbericht erstellt. 

Somit wurde fur keinen der geanderten Anspruche ein Recherchenbericht erstellt. 

Die mit der Vorlaufigen Internatoionalen Prufung betrauten Behorde sieht sich 
daher ausserstande, die vorliegenden Anspruche hinsichtlich ihrer Neuheit oder 
erfinderischen Tatigkeit zu bewerten. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



28-12-2000 



Pa t ent anspruche 



1. 



2. 



10 



3. 



15 



4. 



20 



5. 



25 



6. 



30 



DE 009903432 



12 



Promotor zur Expression beliebiger Gene in Pf lanzensamen 
gekennzeichnet durch die Sequenz der Abb. la, die damit 
Gegenstand des Anspruchs wird. 

Promotor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS er 
die Expression in den Keimblattern und im Endosperm von 
Samen entwicklungsabfc angig vermittelt. 

Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen 
in pf lanzensamen enthaltend 

• einen Promotor gemaS Anspruch 1 oder 2, 

• ein zu exprimierendes Gen 

• 3 ' -Terminationssequenzen. 

Expressionkassette nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 

die DNA-Sequenz eines Signalpeptids, 



daS sie zusatzlich 

bevorzugt des SBP-Signalpeptids, enthalt 

Expressionkassette nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der mit einer transkriptional regulatorischen Sequenz 
fur eine starke samenspezif ische Genexpression versehenen 
DNA - Region eine weitere DNA Sequenz nachgeschaltet ist, 

und mengenmafiige 
die Expression 



die die Information fur die Bildung 
Verteilung endogener Produkte oder 



heterologer Produkte 



Expressionkassette 
gekennzeichnet , daS 
Transkriptions- oder 
sind. 



in Kulturpf lanzen enthalt. 

nach Anspruch 3 bis 5, dadurch 
beliebige Fremdgene entweder als 
als Translationsfusionen integriert 



GEAENDERTES BLATT 

i 



28-12-2000 



10 



15 



20 



30 



7. 



8, 



9. 



10 



25 12 



Expressionkassette 
gekennzeichnet, dafi 
-Gens als Signalpeptid 



Expressionskassette 
gekennzeichnet , dafi 



DE 009903432 
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nach Anspruch 3 bis 
Signalpeptid des SBP 
verwendet wird. 



das 



6 , dadurch 
Samenprotein 



nach Anspruch 3 bis 7, dadurch 
als das zu exprimierende Gen das Gen 



des Saccharosebindepriotein verwandte Gen eingesetzt wird. 



Expressionskassette 
gekennzeichnet/ daS 
Mehr f acht rans format i 



P 1 a smi de en t ha 1 t end 
Anspriichen 3 bis 8 . 



nach Anspruch 3 bis 
sie auch fur 
eingesetzt wird. 



8 , dadurch 
Ko- und 



xonen 



eine Expressionskassette gemaS den 



11. Plasmid pSBPROCS nach Anspruch 10 , bestehend aus einer etwa 
5,3kb groSen DNA Seqiienz, in der ein etwa l,9kb groSes Sail 

des regulatorischen Starterbereichs 



P romot e r f ragmen t 



inklusive des Sictnalpeptides und 5 Tripletts des SBP 
homologen Gens aus Vicia faba, RestrlJctxonsorte zum 
Einklonieren von Fremdgenen und der 

Transkriptionsterminator des Octopinsynthasegens enthalten 
sind. 



Plasmid pPTVSBPRGUS 



Resistenzgen, ein 



nach Anspruch 10, bestehend aus einer 
ca. 14,9kb groSen DNA-Sequenz, in der ein etwa lkb groSes 

etwa 1 , 8kb groSes 
regulatorischen 
SBP homologen Gens aus Vicia faba, die 

- Glucuronidase und 
Oc t op i n syn t has egens 



des 



Phosphinothricin 
Sall/Ncol- Pr omo t e r f ragment 
Starterbereiches des 

etwa 2kb grofie kodierende Region der & 
der Transcriptionsterminator des 
enthalten sind. 
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a) 



Isolation des 
daS das Gen, 
vorkoramende SBP 



b) 



Verfahren zur Einfuhrung einer Expressionskassette gemaS 
den Anspruchen 3 bis 9 mit einer DNA-Sequenz zur starken 
samenspezifischen Genexpression in eine Pf lanzenzelle, das 

folgende Schritte beinhaltet: 

Klons VfSBP20, dadurch gekennzeichnet , 
welches fur das in Pf lanzensamen 
Samenprotein kodiert, aus einer cDNA 
Bank von Kotyledonen von Vicia faba selektiert wird, 
isolation des Klons pSBPR15, dadurch gekennzeichnet, 
daS die darin enthaltende DNA Sequenz die 
regulatorische slarterregion des SBP - Samenprotein - 
Gens aus Vicia faba bzw. eine mit der DNA-Sequenz des 
SBPR15 hybridisierende Sequenz aus einer verwandten 
Leguminose entha.lt, 

Herstellung des Plasmids pSBPOCS unter Verwendung des 
l,9kb groSen Sail Fragments des Plasmid pSBPR15. 
Integration von Fremdgenen in die Expressionskassette 
pSBPOCS , 

Klonierung der Expressionskassette, 
Sequenz enthalt zur Uberexpression 
in pflanzensamen, in Binarvektoren 

Transfer der Expressionskassette, die ein Fremdgen 
unter der Kontrolle des Promoters nach Anspruch 1 oder 
2 enthalt, in eine Pf lanzenzelle. 



c) 



d) 



e) 



f) 



die 
von 



eine DNA- 
Fremdgenen 



30 15. 



Verwendung einer Expressionskassette gemafi den Anspruchen 3 
bis 9 zur Expression homologer und heterologer Gene xn 
Samen transformierter Pflanzen. 

Verwendung einer Expressionskassette gemaS den Anspruchen 3 
bis 9 zur Expression] von Genen, die die Lager eigenschaf ten 
oder die Keimf ahigkeit von Samen verandern. 
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15 

Verwendung der Plasmide pBISBPR7, pBISBPR15, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS oder Derivate davon zur 
Transformation von Kullturpf lanzen. 

verwendung der Plasmide pBISBPR7, pBISBPR15, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS oder Derivate davon zur Regulation 
endogener Prozesse oder zur Herstellung heterogener 
Produkte in Kulturpf lanzen. 



10 18, 



19 



Verwendung einer 
bis 9 , dadurch 
Pf lanzen, die im 
exprimieren, selekti 
und die Genprodukte 
extrahiert werden. 

pf lanzenzelle, entha 
12. 



Expres 

gekennzeichnet , 



Satnen 



ert 



sionskassette gemaS den Anspruchen 3 
daS die trans formier ten 
veranderte oder neue Genprodukte 
, genetisch stabile Linien gezuchtet 
aus den Samen der transgenen Pf lanzen 



Itend ein Plasmid gemaS Anspruch 10 bis 



20 20. Pf lanzenzelle, hergestellt nach dem Verfahren des Anspruchs 
13 . 



21. Pflanze oder pflanzliche Gewebe, regeneriert aus einer 
Planzenzelle gemafi der Anspruche 14 oder 15. 

22. Pflanze gemaS Anspru=h 21, dadurch gekennzeichnet, daS sie 
eine Kulturpf lanze ist. 

23. Verwendung der DNA-Sequenz des SBP-Signalpeptids in einer 
Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen in 
Pf lanz ens amen . 
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Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

(88) Veroffentlichungsdatum des internationalen Recherchen- 

berichts: 3 . August 2000 (03.08.00) 



(54) Title: NOVEL EXPRESSION CASSETTE FOR EXPRESSING GENES IN PLANT SEED 



(54) Bezeichnung: NEUE EXPRESSIONSKASSETTE ZUR EXPRESSION VON BELIEBIGEN GENEN IN PFL ANZENS AMEN 



(57) Abstract 



The invention relates to an expression cassette for expressing genes in plant seed and to the plasmids containing said expression 
cassette. The invention includes the production of transgenic plant cells containing said expression cassette and the use of the plasmids 
in said expression cassette for producing transgenic plants. The invention can be applied in the field of biotechnology, pharmaceutics and 
plant production. The aim of the invention is to provide a means for the seed-specific expression in transgenic plants in such a manner 
that it is suitable for the production of the desired substances. Another aim of the invention is to construct an expression cassette which 
allows stable expression of genes of substances to be produced in plant seed at a high expression rate. The inventive expression cassette 
comprises the following essential components: the promoter of the gene of the seed protein which is analogous to the sucrose binding 
protein (SBP), optionally the DNA sequence of a signal peptide, preferably that of the SBP signal peptide, a gene to be expressed, 3' 
termination sequences. 

(57) Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen in Pflanzensamen und die die 
Expressionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung schliesst die Herstellung transgener Pflanzenzellen, die diese Expressionskassette 
enthalten, sowie die Verwendung der Plasmide in dieser Expressionskassette zur Herstellung von transgenen Pflanzen mit ein. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Biotechnologie, die Pharmazie und die Pflanzenproduktion. Die Erfindung hat das Ziel, die 
samenspezifische Expression in transgenen Pflanzen auf eine fur eine Stoffproduktion geeignete Basis zu stellen. Ihr liegt die Aufgabe 
zugrunde, eine Expressionskassette zu konstruieren, mit der eine stabile Expression mit hoher Expressionsrate von Genen der herzustellenden 
Stoffe in Pflanzensamen erreicht werden kann. Die erfindungsgemasse Expressionskassette enthalt folgende wesentlichen Bestandteile: den 
Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)-ahnlichen Samenproteins; ggf. die DNA-Sequenz eines Signalpeptids, bevorzugt 
des SBP-Signalpeptids; ein zu exprimierendes Gen; 3'-Terminationssequenzen. 
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Claim 2 relates to an expression cassette that is characterized by the promoter 
having the sequence shown in Fig. 1. No search was carried out for the subject 
matter of claim 2 under the terms of Rule 13ter.1c PCT since no sequence listing 
corresponding to WIPO Standard ST 25 was filed (Rule 5.2 PCT); the sequence is 
not available either in computer-readable form nor as a paper copy. The applicant 
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is normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not been 
searched. This is the case, irrespective of whether or not the claims are amended 
following receipt of the search report (Article 19 PCT) or during any Chapter II 
procedure whereby the applicant provides new claims. 
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tissues actively engaged in sucrose 
transport" 
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PHYSIOLOGISTS, ROCKVILLE, MD, 
Nr. 4, 1. Dezember 1992 (1992-12-01), 
Seiten 1561-1574, XPOO2079375 

ISSN: 1040-4651 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 
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li^^V Inr^^Hbnales Aktenzeichen 
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INTERN ATI ON A LER RECHERCHENBERICHT 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Gemafi Artikel 1 7(2)a) wurde aus fotgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intern ationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einhertlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherche nbehorde hat festgestellt, da (5 diese Internationale Anmeldung mehrere Erftndungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' intern ationale Recherchenbericht auf alie recherchierbaren AnsprQche. 

2 I j Da fur alie recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Be horde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' ' Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fGr die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. | I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fafit: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [ | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| [ Die Zahlung zusatzltcher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



WEITERE ANGABEN 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE 99 /03432 

PCT/1SA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspriiche Nr.: 2, 9-11, 14, 15, 18 (Komplett); 1, 3-8, 12, 13, 16, 17, 
19, 20 (Teilweise) 



Anspruch 2 betrifft eine Expressionskassette, gekennzeichnet durch den 
Promoter mit der Sequenz gemass Abb. 1. Der Gegenstand von Anspruch 2 
wurde, in Ubereinstimmung mit Regel 13ter.lc PCT, nicht recherchiert, da 
kein Sequenzprotokol 1 eingereicht, welches dem WIPO Standard ST 25 
entsprechen wiirde (Regel 5.2 PCT); die Sequenz ist weder in einer 
Computerlesbaren Form noch als Papierkopie verfiigbar. Der Anmelder hat 
diesen Mangel nicht innerhalb der in der Aufforderung gemass Regel 
13ter.la festgesetzten Frist behoben. 

Anspriiche 9 und 10 beziehen sich auf Plasmide, welche durch Trivialnamen 
sowie durch ein Herstel lungsverfahren beschrieben werden. Ohne Kenntnis 
der Sequenz des Sail Promoter-fragments kann keine sinnvolle Recherche 
durchgefuhrt werden. 

Die Anspriiche 11 und 18 betreffen ein Verfahren zur Einfiihrung einer 
Expressionskassette in eine Pf lanzenzel le sowie die dadurch erhaltene 
Pflanzenzelle. Die Schritte zur Herstel lung der Expressionskassette 
beziehen sich auf Klone, welche mit Trivialnamen identif iziert sind. Eine 
sinnvolle Recherche kann in diesem Fall nicht durchgefuhrt werden. 

Analoges gilt fur die Anspriiche 14 und 15, welche die Verwendung von 
durch Trivialnamen identif izierte Plasmide betreffen. 

Die Anspriiche 1, 3-8, 12, 13, 16, 17, 19, und 20 beziehen sich auf 
Expressionskassetten enthaltend einen Promoter des Saccharosebindeprotein 
(SBP)-ahnlichen Samenproteins und deren Verwendung. Der Begriff 
"SBP-ahnliches Samenprotein" ist unklar. Die Recherche wurde durchgefuhrt 
auf Basis von Saccharosebindeproteinen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche, oder Teile von 
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fur die kein international 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international vorlaufigen Priifung sein kdnnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Priifung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Priifung fiir Gegenstande durchfiihren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fiir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpriiche vorlegt. 
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(54) Title: NOVEL EXPRESSION CASSETTE FOR EXPRESSING GENES IN PLANT SEED 

(54) Bezeichnung: NEUE EXPRESS IONSKASSETTE ZUR EXPRESSION VON BELIEBIGEN GENEN IN PFLANZENSAMEN 
(57) Abstract 

The invention relates to an expression cassette for expressing genes in plant seed and to the plasmids containing said expression 
cassette. The invention includes the production of transgenic plant cells containing said expression cassette and the use of the plasmids 
in said expression cassette for producing transgenic plants. The invention can be applied in the field of biotechnology, pharmaceutics and 
plant production. The aim of the invention is to provide a means for the seed-specific expression in transgenic plants in such a manner 
that it is suitable for the production of the desired substances. Another aim of the invention is to construct an expression cassette which 
allows stable expression of genes of substances to be produced in plant seed at a high expression rate. The inventive expression cassette 
comprises the following essential components: the promoter of the gene of the seed protein which is analogous to the sucrose binding 
protein (SBP), optionally the DNA sequence of a signal peptide, preferably that of the SBP signal peptide, a gene to be expressed, 3* 
termination sequences. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen in Pflanzensamen und die die 
Expressionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung schliesst die Herstellung transgener Pflanzenzellen, die diese Expressionskassette 
enthalten, sowie die Verwendung der Plasmide in dieser Expressionskassette zur Herstellung von transgenen Pflanzen mit ein 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Biotechnologie, die Pharmazie und die Pflanzenproduktion. Die Erfindung hat das Ziel die 
samenspezifische Expression in transgenen Pflanzen auf eine fur eine Stoffproduktion geeignete Basis zu stellen. Ihr liegt die Aufgabe 
zugninde, eine Expressionskassette zu konstruieren, mit der eine stabile Expression mit hoher Expressionsrate von Genen der herzustellenden 
Stoffe in Pflanzensamen erreicht werden kann. Die erfindungsgemasse Expressionskassette enthalt folgende wesentlichen Bestandteile- den 
Promoter des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)-ahnlichen Samenproteins; ggf. die DNA-Sequenz eines Signalpeptids, bevorzugt 
des SBP-Signalpeptids; ein zu exprimierendes Gen; 3'-Terminationssequenzen. 
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Neue Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen 
in Pf lanzensamen 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassette 
zur Expression von beliebigen Genen in Pf lanzensamen und die 
die Expressionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung 
schlieBt die Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die diese 
Expressionskassette enthalten, sowie die Verwendung der 
Plasmide in dieser Expressionskassette zur Herstellung von 
transgenen Pflanzen mit ein. Anwendungsgebiete der Erfindung 
sind die Biotechnologie , die Pharmazie und die 
Pf lanzenproduktion . 



Seit langem gibt es Methoden, die es ermoglichen, relevante 
Gene in das Genom hoherer Pflanzen einzuschleusen. ziel 
dieser Arbeiten ist die Herstellung von Pflanzen mit neuen 
Eigenschaften, zum Beispiel zur Steigerung der 
landwirtschaftlichen Produktion, der Optimierung der 
Lebensmittelherstellung und der Produktion bestimmter 
Pharmazeutika und anderer interessanter Inhaltsstof f e . Eine 
Voraussetzung fur die Expression der tibertragenen Gene ist 
dabei, daB sie iiber pf lanzenspezif ische Promotorsequenzen 
verfiigen. So werden dazu bereits sogenannte konstitutive 
Promotoren wie der Promotor des Nopalinsynthase - Gens /!/ , 
der TR - Doppelpromotor /2/ oder der Promotor des 35S - 
Transkriptes des Blumenkohl - Mosaikvirus /3/ verwendet. Ein 
Nachteil dieser Promotoren ist es, daB sie in fast alien 
Geweben der manipulierten Pflanzen aktiv sind. Dadurch ist 
eine kontrollierte und gezielte Expression der Fremdgene in 
den Pflanzen nicht moglich. Es ist besser, Promotoren zu 
benutzen, die gewebespezif isch und entwicklungsabhangig 
funktionieren. So wurden Gene mit den dazu gehorigen 
Promotoren isoliert, die nur in Antheren, Ovarien, Bliiten, 
Blattern, Laubblattern , stengeln, Wurzeln oder Samen aktiv 
sind /4/. Sie unterscheiden sich aber sehr in der Starke und 
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Spezifitat der Expression und sind nur begrenzt einsetzbar. 
Fur die Nutzung der Samen als Ernahrungsquelle und zur 
Produktion von Inhaltsstof f en sind vor allem die 
samenspezif ischen Promotoren von groBem Interesse. Durch die 
5 langjahrige Erforschung der Gene der Samenspeicherproteine 
stehen schon einige mehr oder weniger spezifische und in der 
Starke unterschiedliche Promotoren, wie beispielsweise des 
Phaseolins /5/ oder des Legumins und USP /6/ zur Verfugung. 
Da diese Speicherproteine von Genfamilien synthetisiert 

10 werden, stehen Fusionen solcher Promotoren mit Fremdgenen in 
Konkurrenz zu den endogenen zahlreichen Genen der 
entsprechenden Genfamilie. Deshalb ist es gunstiger, 

Promotoren von unikalen, stark und spezifisch exprimierenden 
Genen zu benutzen. Fiir Ko - und Mehrf achtrans format ionen ist 

15 die Verwendung verschiedener regulator ischer Sequenzen 
angebracht, um die zeitliche Entwickung des Samens besser 
auszunutzen, parallel gleiche oder verschiedene Genprodukte 
zu synthetisieren und um Kosuppression zu vermeiden. 

20 Obwohl also bereits mehrere Expressionskassetten zur 
Expression beliebiger Gene in Pf lanzensamen bekannt sind, 
waren die erreichten Express ionsraten in Pf lanzensamen bisher 
noch nicht optimal, um darauf eine pf lanzenbiotechnologische 
Produktion der gewiinschten Stoffe zu begrunden. 

25 

Die Erfindung hat daher das Ziel, die samenspezif ische 
Expression in transgenen Pflanzen auf eine fur eine 
Stoff produktion geeignete Basis zu stellen* Ihr liegt die 
Aufgabe zugrunde, eine Expressionskassette zu konstruieren, 
30 mit der eine stabile Expression mit hoher Express ionsr ate von 
Genen der herzustellenden Stoffe in Pf lanzensamen erreicht 
werden kann. 

Die Zielstellung der Erfindung wird mit der in Anspruch 1 
35 beschriebenen Expressionskassette erreicht, die 

Unteranspriiche 2-7 sind Vor zugs variant en. 
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Die erf indungsgemaBe Expressionskassette enthalt folgende 
wesentlichen Bestandteile : 

o den Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein 
(SBP)-ahnlichen Samenproteins 
5 o ggf. die DNA-Sequenz eines Signalpeptids , bevorzugt 

des SBP-Signalpeptids 
o ein zu exprimierendes Gen 
o 3 ' -Terminationssequenzen 
Die Erfindung bezieht sich vor allem auf eine unikal im Genom 
10 vorkommende regulatorische DNA - Sequenz, die eine starke 
Expression eines beliebigen heterologen Gens im wesentlichen 
in den Keimblattern und im Endosperm von Samen 
entwicklungsabhangig vermittelt . 

Der wichtigste Bestandteil der Kassette ist der SBP-Promotor , 
15 dessen Sequenz in der Abb. 1 dargestellt ist. Dieser Promotor 
hat gegemiber analogen Promotoren auf diesem Gebiet den 
Vorteil groBer Starke und Samenspezif itat . Seine Nutzung fur 
die Expression von Fremdgenen auch ohne die DNA-Sequenz eines 
Signalpeptids gehort ebenfalls zum Umfang der Erfindung. 

20 

Die Expressionskassette enthalt neben den transkriptionell 
regulatorischen Sequenzen ggf. auch ein Signalpeptid, welches 
den Transport des gewunschten Genproduktes in die 
Proteinkorper ermoglicht und so einen Abbau der Genprodukte 
25 weitgehend verhindert. Die wahlweise Nutzung des 

authentischen Signalpeptids ermoglicht den Transport des 
synthetisierten Fremdproteins zu und die Lagerung in den 
Proteinbodies . 

30 Die zu exprimierenden Gene konnen entweder als 
Transkriptions- oder als Translationsfusionen integriert 
sein, sie konnen weitgehend variiert werden, beispielsweise 
konnen Gene fur die Produktion von Enzymen (z.B. Amylase, 
Xylanase), pharmazeutischer Produkte oder fur die 

35 Uberexpression von Proteinen mit einem hohen Anteil 
essentieller Aminosauren (z.B. methioninreiches 2S Globulin 
der BrasilnuB) oder anderer die Eigenschaf ten der Samen 
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beeinf lussender Proteine eingesetzt werden. Weitere 
Moglichkeiten liegen in der Reduzierung oder im Ausschalten 
von Genprodukten durch die Integration von Genen in antisense 
Orientierung. Durch den Einbau regulatorischer Gene unter 
5 Kontrolle dieses samenspezif ischen Promotors konnen auch 
Stof fwechselprozesse im Samen beeinf luBt werden. Die 
Kassette kann ebenfalls benutzt werden, um das dem Promotor 
eigene SBP Gen aus der Ackerbohne in anderen Spezies zu 
exprimieren. Die Nutzung anderer Terminatoren , so zum 
10 Beispiel die Terminationssequenz des zu exprimierenden Gens, 
ist eine weitere Moglichkeit, um die Kassette optimal 
einzusetzen, Als konkretes Beispiel wurde das Gen der B- 
Glucuronidase (GUS) genutzt, um die Spezifitat des Promotors 
zu zeigen (Abb, 2b, c) • 

15 

Die Nukleotidsequenz der Expressionskassette enthalt 
transkriptional regulatorische Bereiche, die eine starke 
spezifische Expression eines beliebigen Gens in den Samen von 
Pflanzen gewahrleistet ♦ Der Northern (Abb, 2a) zeigt die hohe 

20 samenspezif ische Expression in den verschiedenen Geweben von 
Vicia faba. Die GUS-Daten in den Abb. 2b und 2c zeigen zum 
einen in den Schnitten durch reifen Tabaksamen die Verteilung 
der B-Glucuronidase und zum anderen die entwicklungsabhangige 
Akkumulation der B-Glucuronidase in den transgenen 

25 Tabaksamen . 

Unter Schutz gestellt werden auch die Plasmide, welche die 
Expressionskassette enthalten, bevorzugt die Plasmide 
pSBPROCS und pPTVSBPRGUS. 

30 Zum Umfang der Erfindung gehort auch die Verwendung der 
Expressionskassette gemaB Anspruchen 12-16, die durch 
Transformation in Bakterienstanne und anschlieBendem Transfer 
der entstandenen rekombinanten Klone in vorzugsweise dicotyle 
Pflanzen erfolgt* Die das gewiinschte Genprodukt im Samen 

35 exprimierenden Pflanzen werden selektiert und als genetisch 
stabile Linien geziichtet. Nach der Ernte werden dann die 



gewiinschten Genprodukte aus den transgenen Samen in an sich 
bekannter Weise extrahiert. 

Diese Erfindung ist auch interessant fiir Anwendungen, wo das 
gewiinschte Genprodukt unter der Kontrolle verschiedener 
Promotoren exprimiert wird, um die Express ionsraten in der 
Summe zu erhohen, um den Entwicklungszeitraum der Samen 
besser zu nutzen und um Effekte durch Kosuppression zu 
vermeiden. Fiir Ko- und Mehrf achtransf ormationen mit dem 
Ziel, verschiedene Genprodukte zu exprimieren, ist diese 
Expressionskassette ebenfalls geeignet. Fiir diese Strategien 
benotigt man eine Vielzahl neuartiger Expressionskassetten, 
um die richtigen auswahlen zu konnen. 

Das gesamte Verfahren zur Veranderung einer Pf lanzenzelle 
wird an einem Beispiel (pSBPOCS) dargestellt. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausfiihrungsbeispiele 
naher erlautert werden. 



Methoden 



1. Klonierungsverf ahren 

Zur Klonierung wurden die Vektoren pUCia /!/, pBK-CMV 
(Stratagene) und pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, Belgien) 
und fiir die Pf lanzentransf ormation die Vektoren BIN19 /8/, 
sowie nach Deletion des GUS Gens pGPTV— BAR /9/, verwendet. 



2 . Bakterienstamme 

Fiir die Transformation in E. coli wurde der Stamm DH5a /10/ 
verwendet. Durch Konjugation wurden die Binarplasmide in den 
Agrobakterienstamm EHA105 /ll/ eingefiihrt. 

3 . pf lanzentransf ormation 

Die Transformation von Nicotiana tabaccum erfolgte durch die 
Blattscheibchenmethode /12/ und die Transformation von Vicia 
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■o Hilfe der von Pickardt 1991 beschriebenen 

narbonensis mit Hiire aei 

Methode /13/ uber Agrobakterien vermittelten Gentransfer. 

4 Analyse genomischer DNA aus transgenen Pflansen 

genomiscbe DNA der transgenen Tabak und V 
Pflanzen wurde -it Hilfe des DNA - Isolierungskit der Fxrrca 
^cnerey * Nagel isoliert. In eine, ersten Schritt wurden 
^transgenen Linien uber POP. -it genspesif ischen Pri»ern 
tdentifi^iert. Die Integration der Fre-d-DNA wurde mittels 
, -Soutnernblot" - Analysen von 20„g DNA nach geergneter 
Restriktionsspaltung untersucht. 

5 B-Glucuronidase - Aktivitatstest (GUS - Assay) 
L Reporters B-Glucuronidase is, ein b-cfri.il- Enzy* 

. ^ • ,,-/ „!<. auC h histochemiscnen 

* das sowohl quantitativen /14/ als aucn 

15 das sowonx h ist cewebeproben wurden 

Aktivitatsbestimmungen zuganglich ist. oeweo P 
in 1*M X-Gluc, 50*** Na-Phosphat (pH 7,0) und 0,1% Tween 20 
L Nacht bei 37-C inkubiert. Fur Schnitte wurden die 
Gewebe fixiert, in Paraffin eingebettet und a, Mikroto* auf 

20 15 - 3 0 /ra Schnittdicke geschnitten. 

Herstellunq einer neuen 
Die Erfindung, die die Herstenung 

25 sauenspezifischen Expressionskassette enthalt sowie die sich 
daraus ableitenden Plas^ide und transgenen Pflanzen, wird 
nachstehend - zui* Teil an Hand von den Abbildungen- an einem 
Ausfuhrungsbeispiel erlautert. 
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1.) Klonierung und strukturanalyse eines SEP - Sanenprotein 

- Gens aus Vicia faba 
von der Sequens eines oDNA Klons, der fur das 

Saccnarosebindeprotein aus der Sojabobne kodiert ,15/ , wurden 
Priier ( 5 ' -GAAGACCCTGAGCTCGTAACTTGCAA- ACAC— 3 und 
AGTACTCATAGATCTCTGGGTGATGTTGGT-3M abgeleitet. HittelS FT - 
PCR an rtn. isoliert aus unreifen Kotyledonen von V faba^ 
wurde dann die genspezif isohe Sonde a»plif iziert, klomert 
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und sequenziert. Das PCR - Produkt wurde als dem 
Saccharosebindeprotein horaologes Genfragment identif iziert 
und diente als Sonde fur die Isolierung der vollstandigen 
cDNA aus einer Kodyledonen spezifischen X Zap Express cDNA 
Bank aus V. faba L. var. minor. Einer der isolierten Klone 
(VfSBP20) / der auf Nukleotidebene eine Homologie von 68% hat, 
kodiert fur das vollstandige SBP homologe Gen aus der 
Ackerbohne . Es unterscheidet sich aber sowohl in der 
Expression (Abb. 2a) als auch in der Funktion (keine 
Saccharosebindung) von dem aus der Sojabohne isoliertem Gen. 
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2) Isolierung der regulatorischen Sequenzen mittels PCR 
Die regulatorischen Sequenzen wurden mit Hilfe des "Universal 
GenomeWalker™Kit» der Firma CLONTECH und den genspezif ischen 
15 Primern PSBP1 , Position 159 ( 5 ' -AATCCTCA— 

CACTTCTCCATGCATATCCGTTTGTCC-3' ) / PSBP2 , Position 118 (5'- 
GCCCTGCAGAT— CGCATTTGTCTTTGCA— 3 ' ) und PSBP3 , Position 85 (5'- 
CTGGGTCCTTTTCTTTTCTGG- C-3') isoliert. Nach vorheriger 

Spaltung der genomischen DNA von V.faba mit Seal (a) bzw. 
Stul (b) und Ligation der Adaptoren wurde entsprechend der 
Beschreibung des Kits eine Zweischritt - PCR nach folgenden 
Parametern durchgef iihrt : 7 Zyklen a' 94°C, 2s, 72°C, 3 min 
und 32 Zyklen a' 94°C, 2s, 67°C, 3 min und 4min 67~C. Die PCR 
- Ansatze wurden 1:50 verdiinnt und jeweils lul in einer 
zweiten PCR (5 Zyklen a' 94°C, 2s, 72~C, 3 min und 20 Zyklen 
a' 94°C, 2s, 67°C und 4min bei 67°C amplif iziert . Im 
Agarosegel konnten Banden von l,7kb aus (a) und l,9kb aus (b) 
xiber einen Southernblot verif iziert werden. Diese Banden 
wurden dann in den pUC18 kloniert und sequenziert. Die Klone 
SBPR7 und SBPR15 konnten dann durch Sequenzvergleich als die 
zum Gen VfSBP20 zugehorigen Promotoren identif iziert werden. 
Sie stellen allelische Varianten des Gens VfSBP20 dar, wobei 
beide Klone 100% Sequenzidentitat im entsprechenden Bereich 
zum Klon VfSBP20 aufweisen. 5'seitig vom ATG des SBP Gens 
sind mit dem Klon SBPR7 1539bp und mit dem Klon SBPR15 
1750bp isoliert worden. Sie unterscheiden sich durch 23 
Basenpaarsubstitutionen und zwei Insertionen. Die 
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PestriktionsKarte der Klone PSBPR7 und P SBPR15 sind in Abb 
3, die Sequenz des Klons PSBPR15 ist in Abb. 

wiedergegeben . 

3a) Nachweis der samenspezif ischen Expression in Tabak 
Hit Hilfe des Reportergens der p-Glucuromdase sollte die 
saLspezifiscne Expression der isolierten regulatonschen 
Seguenzen SBPR7 und SBP R1 5 uberpruft werden. Dazu word, das 
Bin.rplas.id pBIlOl /14/. Welches ^ JT^ 1 ^ 
, Glucuronidase Gen binter eine. Polylinker enthalt 

geschnitten und dephospnoryliert. Aus den Plasmlden pSBPRV 
IZ PSBPR15 wurden mittels einer Sall/NcoX Spaltung die 
pLotoren isoliert und die Enden gegiattet Die ~« 
wurden dann in den Smal - Ort des Binarplas-ldes pBIlOl vor 
. Z Psportergen kloniert, wobei die Plas-ide PBXSBPR7.US und 
PBISBPR15GTJS entstanden sind. Diese Plasmlde wurden dann in 
Ln Agrobakteriensta™ EHA105 transferiert und die cbinaren 
^P-Promotor/Glucuronidase Gen entbaltenen Agrobaktenen fur 
7* Transformation von Tabak eingesetzt. Die Ergebmsse sind 
» t: Mgur ab und 2 c abgebildet. Die Analyse 

Tabaksamen zeigt eine Starke Blaufarbung und damit ^ 
starke Aktivitat der Glucuronidase in. Endosperm und m den 
KeimblSttem der Tabaksamen aucb j£ 
Samenentwicklung. In anderen Geweben konnte keine 
26 Glucuronidaseaktivitat nachgewiesen werden. Auoh 

! ,-h^den sich die beiden leicht verschiedenen 
unterscheiden sicn »» 

Nukleotidseguenzen SBPR7 und SBPR15 nicbt in lhre» 
Expressionsverhalten. Diese Daten zeigen, daB die "° ller "" 
regulatorischen Seguenzen, die »it de» ^-Glucuronidase Gen 
30 fulioniert wurden. eine Starke und streng samenspezif iscne 
Expression im Tabak vermitteln. 

3b) Nachweis der samenspez if ischen Expression in der Erbse 

. h»r auch in den Leguminosen mit emer 

Um zu zeigen, daB aucn xn * 

. ori Fxnression zu rechnen ist, wurde das 
35 samenspezxfxschen ExpreSS1 ° n in das S alI/NcoI 

Sall/Ncol Fragment des Plasmxds pSBPR15 xn 

gescnnittene Plasmid pGUSl (Plant Genetic Systems, Gent) 
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kloniert. Aus dem resultierenden Plasiaid pSBPGUS wurde nit 
Sall/Smal die Fusion des SBPR15 Promoters/GUS/ocs-Terminator 
ausgeschnitten, geglattet und in das Binarplasmid pGPTV-Bar , 
EcoRI/Smal geschnitten, ligiert (Abb. 4) . pGPTV— Bar /9/ ist 

5 ein Phosphinithricin-resistenz vermittelndes Binarplasmid, 
welches erfolgreich fur die Transformation von Erbsen 
eingesetzt wird. Dieses Plasmid wurde pPTVSBPRGUS (Abb. 4) 
genannt. Die Embryonen der mit diesem Plasmid erzeugten 
transgenen Erbsenlinien zeigen eine starke Blaufarbung nach 

10 histochemischer Analyse. 

3c) Nachweis der transienten Expression in Embryonen von 
Vicia faba, Vicia narbonensis, Pisum sativum und Brassica 
napus 

15 Mit dem Plasmid pSBPGUS wurden isolierte Embryonen von Vicia 
faba, Vicia narbonensis, Pisum sativum und Brassica napus 
mittels dem Biolistics PDS-1000/He Particle Delivery System 
unter folgenden Bedingungen beschossen. Der Coating-Ansatz 
bestand aus 50^1 Gold (Hereaus, 0,6-31™, 50mg/ml), 10^1 
20 Qiagen gereinigte Plasmid-DNA (l/zg/MD, 50/*l 2,5M CaCl = und 
10M1 0,1M Spermidine. Bei 1800 Psi und einem Vakuum von 27 
inch Hg wurden dann die auf einer Agarplatte liegenden 
Embryonen beschossen, die anschlieBend in MS-2% Sucrose 
Flussigmedium fur 2 Tage kultiviert wurden. Dann erfolgte die 
25 Reaktion mit X-Gluc (ImM) in 50mM Na-Phosphat (pH 7,0) und 
0,1% Tween 20 uber Nacht bei 37 °C. Im Gegensatz zur 
Negativkontrolle (promoterloses pGUSl) konnten viele blaue 
Punkte bei den obengenannten Embryonen registriert werden, 
die zeigen, daB der SBP-Promoter in den Samen f unktioniert. 
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4.) Herstellung der Express ionskassette zur tiber express ion 
von heterologen Genen in Samen 

Urn die regulatorischen Sequenzen fur die Oberexpression von 
Fremdgenen verfugbar zu machen, wurde das Sail Fragment des 
langeren Klons SBPR15 isoliert und geglattet und in den Smal 
ort des Plasmides pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, 
Belgien) kloniert. Diese Kassette enthalt somit die 
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Promotorregion, die vollstandige 5' untranslatierte Region, 
das vollstandige Signalpeptid, die ersten funf Triplets des 
reifen Proteins (Abb. 1) und den 3' untranslatierten Bereich 
mit den Polyadenylierungssignalen des Octopin Synthase Gens 
(Fig. 5). Fur Transkriptionsfusionen rait Fremdgenen kann der 
Ncol-Ort, far Translationsf usionen der BamHI -Ort genutzt 
werden. Nach erfolgter Insertion des Fremdgens wird die den 
Promoter, regulatorische Sequenzen ,das Freradgen und die 3'- 
Terroinationssequenzen enthaltene Sequenz mit 

Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in einen Binarvektor 
mit der fur die Pf lanzentransf orraation geeigneten 
Herbi z i dr es i s ten z kl on i ert . 

Als Beispiel dafiir wurde das BamHI -Fragment des Gens der 
XylanaseZ von Clostridium thermocellum in den BamHI-Ort des 
Plasraids pSBPOCS als Translationsf usion kloniert. Aus dem 
resultierenden Plasmid pSBPRXYNZ (Abb. 6) wurde das 
geglattete Asp718/Sphl Fragment mit dem mit den Enzymen 
EcoRI/Smal geschnitten und geglatteten Binarvektor pGPTV-Bar 
ligiert. Nach Transformation in den Agrobakterienstamm EHA105 
wurde N. Tabacum transf ormiert . In den reifen transgenen 
Samen konnte im Western Blot die starke Expression der 
Xylanase Z gezeigt werden (Abb. 7). 
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Patentanspruche 

1. Neue Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen 
in Pf lanzensamen bestehend aus 

o dem Promoter des Gens des saccharosebindeprotein (SBP)- 

ahnlichen Samenproteins 
o ggf. der DNA-Sequenz eines Signalpeptids , bevorzugt des 

SBP-Signalpeptids 
o einem zu exprimierendes Gen 
o 3' -Terminationssequenzen 



2 Expressionkassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie den SBPR-Promotor mit der Sequenz entsprechend Abb.l 

15 ohne DNA-Sequenz eines Signalpeptids enthalt. 

3 Expressionkassette nach Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeiennet, daB der mit einer transkriptional 
regulatorischen Sequenz fur eine starke samenspezif ische 

20 Genexpression versehenen DNA - Region eine weitere DNA Sequenz 
nachgeschaltet ist, die die Information fur die Bildung und 
mengenmaBige Verteilung endogener Produkte oder die Expressxon 
heterologer Produkte in Kulturpf lanzen enthalt. 

25 4 Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 3, dadurch 

gekennzeiennet, daB beliebige -Fremdgene entweder als 
Transkriptions- oder als Translationsfusionen integriert smd. 

5 Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 4, dadurch 

30 gekennzeiennet, daB das Signalpeptid des SBP - Samenprotein - 
Gens als Signalpeptid verwendet wird. 
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6 Expressionskassette nach Anspruch 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, daB als das zu exprimierende Gen das Gen des 
Saccharosebindeprotein verwandte Gen eingesetzt wxrd. 

5 7 Expressionskassette nach Anspruch 1-6, dadurch 

gekennzeichnet, daB sie auch fur Kd- und 

Mehrfachtransfonaationen eingesetzt wird. 

8. Plasmide enthaltend eine Expressionskassette gemaB den 
10 Anspruchen 1-5. 

9. Plasmid pSBPROCS, bestehend (enthaltend?) aus einer etwa 
5,3kb groBen DNA 

Sequenz, in der ein etwa l,9kb groBes Sail - Promoterf ragment 
15 des regulatorischen starterbereichs inklusive des Signalpeptxdes 
und 5 Tripletts des SBP homologen Gens aus Vicia-faba, 
Restriktionsorte zum Einklonieren von Fremdgenen und der 
Transkriptionsterminator des Octopinsynthasegens enthalten sind. 
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30 



10 Plasmid pPTVSBPRGUS, bestehend (enthaltend?) aus einer ca. 
14,9kb groBen DNA-Sequenz, in der ein etwa Ikb groBes 
Phosphinothricin - Resistenzgen, ein etwa l,8kb groBes 
Sall/Ncol-Promoterfragment des regulatorischen starterbereiches 
des SBP homologen Gens aus Vicia faba, die etwa 2kb groBe 
kodierende Region der B - Glucuronidase und der 
Transcriptionsterminator des octopinsynthasegens enthalten sind. 

11 verfahren zur Einfiihrung einer Expressionskassette mit einer 
DNA-Sequenz zur starken samenspezif ischen Genexpression in exne 
Pflanzenzelle, das folgende Schritte beinhaltet: 

a) isolation des Klons VfSBP20, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Gen, welches fur das in Pf lanzensamen 
vorkommende SBP - Samenprotein kodiert, aus einer cDNA 
Bank von Kotyledonen von Vicia faba selektiert wird, 
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b) Isolation des Klons pSBPR15, dadurch gekennzeichnet , 
daB die darin enthaltende DNA Sequenz die 
regulatorische starterregion des SBP - Samenprotein - 
Gens aus Vicia faba bzw. eine mit der DNA-Sequenz des 
5 SBPR15 hybridisierende Sequenz aus einer verwandten 

Leguminose enthalt, 

c) Herstellung des Plasmids pSBPOCS unter Verwendung des 
l,9kb groBen Sail Fragments des Plasmid pSBPR15. 

d) Integration von Fremdgenen in die Expressionskassette 

10 pSBPOCS, 

e) Klonierung der Expressionskassette, die eine DNA- 
Sequenz enthalt zur tiber express ion von Fremdgenen 
in Pf lanzensamen, in Binarvektoren 

f) Transfer der Expressionskassette, die ein Fremdgen 
unter der Kontrolle des SBPR Promoters enthalt, in eine 
Pf lanzenzelle . 
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12- verwendung einer Expressionskassette gemaB den Anspruchen 1 
bis 7 zur Expression homologer und heterologer Gene in Samen 
20 transf ormierter Pf lanzen. 

13. Verwendung einer Expressionskassette gemaB den Anspruchen 1 
bis 7 zur Expression von Genen, die die Lagereigenschaf ten Oder 
die Keimfahigkeit von Samen verandern. 

25 14. Verwendung der Plasmide pBISBPR7 , pBISBPR15, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS oder Derivate davon zur Transformation 
von Kulturpf lanzen. 

30 15. Verwendung der Plasmide pBISBPR? , pBISBPRlS, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS oder Derivate davon zur Regulation 
endogener Prozesse oder zur Herstellung heterogener Produkte in 
Kulturpf lanzen . 
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16 verwendung einer Expressionskassette gemaB den Anspruchen 1 
bi i 7 dadurch gekennzeichnet, dafi die transf ormierten Pflanzen, 
die i» Samen veranderte oder neue Genprodukte exprimieren, 
selektiert, genetisch stabile Linien gezuchtet und dxe 
5 Genprodukte aus den Samen der transgenen Pflanzen extrahxert 
werden • 

17. Pflanzenzelle, enthaltend ein Plasmid gemaB Anspruch 8-10. 
10 18. Pflanzenzelle, hergestellt nach dem Verfahren des Anspruchs 
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11. 



19. Pflanze oder pflanzliche Gewebe, regeneriert aus einer 
Planzenzelle gemaB der Anspriiche 12 oder 13. 

20. Pflanze gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es 
ein Kulturpf lanze ist. 
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Abb. 7: Western Blot von Proteinextrakten aus reifen 
Samen mit gegen Xylanase Z gerichteten Antikorper: 

1-7 unabhangige mit dem Plasmid PTVSBPXYN 
transform ierte N. tabacum Linien; 8 Wildtyp: 9 positiv 
Kontrolle 



